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La preserfe invention concerne de nouvelles substances 
contenant un allergene, utiles comme immunosuppresseurs specif i- 
ques de la production des reagines (anticorps reaginiques) diri- 
gees contre !• allergene en question. L'invention concerne egale- 
ment un precede pour preparer ces nouvelles substances contenant 
un allergene. 

L f invention concerne egalement I'emploi de conjugues 
tolerogenes d'allergenes et de polymeres non immunogenes solubles 
dans l'eau (tels que des polyethyleneglycols) pour 1 1 immunosup- 
pression specifique des allergies courantes de "type immediat" 
chez lesrrammiferes, y compris l»homme, dont les mediateurs sont 
des reagines de la categorie IgE. 

Environ 15 % de la population des pays developp^s souf- 
frent d« allergies a l'egard de substances apparemment inoffensi- 
ves de leur environnement telles que des substances inhalees (par 
exemple des pollens, des poussieres et des plumes responsables 
de l'asthme allergique et du rhume des foins) , divers aliments, 
la laine, des medicaments, etc* Les patients allergiques, contrai- 
r€ment aux individus normaux, produisent des reagines contre les 
constituants antigeniques (allergisants) presents dans ces subs- 
tances. 

Generalement le terme antigene designe une substance 
capable de provoquer une reponse immunitaire et c'est egalement 
generalement la substance que l»on utilise pour la detection des 
anticorps correspondants selon les nombreuses determinations immu- 
nologiques in vitro et in vivo permettant la mise en evidence des 
interactions antigfenes-anticorps . De fagon semblable on utilise 
le terme allergene pour designer un antigene capable de produire 
des reagines et de se combiner avec elles ; cependant cette defi- 
nition n'exclut pas la possibility que les allergenes puissent 
produire des anticorps de categorie autre que 1'IgE. Dans la pre- 
sente description le terme 11 antigenicity" est la capacite d'un 
antigene ou d'un allergene a se combiner in vitro avec les anti- 
corps correspondants ; le terme "allergenicite" ou activite cuta- 
nee est la capacite d'un allergene a se combiner in vivo avec les 
reagines homologues pour declencher une anaphylaxie qenerale ou 
systenique ou des reactions cutanees locales, soit dans des tests 
cutanes directs, soit dans des reactions anaphylactiques cutanees 
passives (PCA) et le terme "immunogenicite" designe, selon une 
acception limit ee, la capacite que present ent un antigene ou un 
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allergene a provoquer in vivo la formation d'un anticorps speci- 
fique correspondant. Le terme "tolerogenicite" est la capacite 
que presente une substance contenant un allergene a supprimer pra- 
tiquement in vivo et de fagon specifique la reponse immunitaire a 
^allergene original non modifie correspondant; dans le present 
contexte, le terrne "tolerogene" et le terme immunosuppresseur 
sont interchangeable^ • 

Les reagines presentent la propriete caracteristique 
parmi toutes les immunoglobulines de se fixer aux mastocytes tis- 
sulaires et aux basophiles des individus qui produisent active- 
ment ces anticorps ou des individus auxquels on a injecte un se- 
rum allergisant. La reticulation des molecules d' anticorps de ty- 
pe IgE fixees a ces cellules par 1' allergene approprie declenche 
la degranulation de ces cellules, qui est suivie de la liberation 
d' agents pharmacologiques vaso-actifs par les granules tels que 
1 'histamine, la bradykinine, la substance a reaction lente de 
I'anaphylaxie (SRS-A) , i e facteur chimiotactique de I'anaphylaxie, 
des eosinophiles (ECP-A) et le facteur d» activation des plaquet- 
tes» Ces composes produisent les symptomes allergiques, c'est-a- 
dire des reactions generales ou des reactions inf lammatoires lo- 
cales, en agissant sur les vaisseaux sanguins et les muscles lis- 
ses ; dans les cas graves ces reactions peuvent conduire a une 
anaphylaxie* 

Les modes therapeutiques couramment utilises compren- 
nent une serie prolongee d' injections de 1' allergene agressif pen- 
dant plusieurs annees et l f on doit effectuer des administrations 
a tres faibles doses en raison du caractere allergisant propre des- 
produits naturels et du risque de declenchement de reactions ana- 
phylactiques generales. 

Done pour effectuer un traitement sur et efficace,' il 
est essentiel de produire des derives des allergenes naturels ca- 
pables d'agir comme tolerogenes, en supprimant fortement s^non to- 
talement la formation d'anticorps de type IgE de f agon v immunospe- 
cifique. De plus ces derives tolerogenes doivent presenter deux 
proprietes additionnelles : (1) ils doivent etre non allergisants 
e'est-a-dire qu'ils ne doivent pas etre capables de se combiner 
in vivo avec les anticorps de type IgE fixes aux mastocytes et 
aux basophiles et par consequent ils ne doivent pas etre capables 
de declencher des reactions anaphylactiques et (2) ils doivent 
etre non immunogenes, e'est-a-dire qu'ils ne doivent pas etre 
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capables de provoquer une reponse immunitaire vis-a-vis d'eux- 
memes a la suite d' injections repetees. 

La denanderesse a decouvert que l'on peut atteindre 
ces objectifs en transformant des allergenes immunogenes {tels 
5 que l'ovalbumine (OA), les constituants non dialysables de 1» ex- 
trait aqueux du pollen de jacobee (RAG) et l'albumine de chien) 
en derives tolerogenes qui sont egalement pratiquement non immu- 
nogenes (lorsqu'on les adrainistre sans adjuvant) et non allergi- 
sants par couplage par covalence a ces allergenes de polymeres 
lO non immunogenes solubles dans l'eau. 

Par consequent 1» invention concerne des substances 
contenant un allergene utiles comme immunosuppresseurs specifi- 
ques de la production des r^agines dirigees contre 1* allergene 
en question, ces substances etant des conjugues covalents des mo- 
lecules d' allergene et de polymeres non immunogenes solubles dans 
l'eau, le degre de conjugaison etant tel que les congugues soient 
rendus tolerogenes et pratiquement non allergisants et non immu- 
nogenes* 

L» invention concerne egalement un procede pour prepa- 
rer ces substances contenant un allergene, selon lequel on unit 
par covalence des polymeres non immunogenes solubles dans l'eau 
aux molecules d» allergene dans une mesure telle que les conjugues 
obtenus soient rendus tolerogenes et pratiquement non allergi- 
sants et non immunogenes ■ 

L * invention concerne egalement l'emploi de substances 
contenant un allergene dans un procede de suppression de la forma- 
tion des reagines dirigees contre 1' allergene en question chez 
les mammiferes (y compris l'homme) sensibles a ces allergenes, dans 
lequel on injecte a une dose therapeutique efficace les substan- 
ces contenant un allergene precedemment definies a ces mammife- 
res sous une forme convenant en pharmacie. 

Les polyethyleneglycols et en particulier ceux ayant 
un poids raoleculaire d« environ 2.O0O a 35.000 se sont reveles 
tres utiles ccnune polymeres non immunogenes solubles dans l'eau 
5 servant a preparer les substances contenant un allergene preci- 
tees. Le terme polyethyleneglycols dans le contexte present en- 
globe les derives convenant en physiologie tels que les monoethers 
alkyliques inferieurs, de preference l'^ther monomethylique, dont 
on utilise de facon pratique les radicaux hydroxy terminaux pour 
O le couplage. 
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On peut egalement utiliser d'autres polymeres non im- 
raunogenes solubles dans l'eau tels que les alcools polyvinyliques, 
les polyvinylpyrrolidones, les polyacrylamides et les homopolyme- 
res d • amino-acides. 

On peut utiliser, pour effectuer le coupiage par cova- 
lence de ces polymeres aux molecules d'allergene, tous les proce- 
des de coupiage des matieres a activite biologique et des polyme- 
res inertes normalement utilises* Ces procedes sont par exemple 
le coupiage avec un anhydride mixte, le chlorure cyanurique, un 
isothiocyanate et la reaction entre des derives de type -SH et des 
derives de type -CH 2 I. Cependant il est evident que le specialis- 
te peut concevoir d 1 autres procedes aboutissant au coupiage de- 
sire* 

On effectue la reaction de coupiage entre les groupes 
actifs des molecules d'allergene et des molecules de polymere. 
S'il est necessaire on doit introduire ces groupes dans les mole- 
cules avant la reaction de coupiage. Ces groupes actifs sont par 
exemple -NH 2 , -NCS., -SH, -OH, -CH 2 I et -COOH et on peut les in- 
troduire selon des procedes bien connus s'ils ne sont pas preala- 
blement presents dans les molecules. Comme precedemment indique 
on effectue le coupiage du polymere a l^llergene dans une mesure 
telle que la substance obtenue soit tolerogene (immunosuppressive) 
et pratiquement non allergisante et non immunogene.Le degre de 
conjugaison des molecules de polymere a la molecule d'allergene 
permettant d'obtenir ce resultat varie d'un allergene a 1 'autre. 
Cependant le specialiste peut facilement obtenir dans chaque cas 
la conjugaison necessaire en preparant une serie de conjugues 
ayant des degres de conjugaison differents et en etablissant la 
gamme particuliere dans laquelle les conditions precitees sont 
remplies* Un trop f aible degre de conjugaison produit des conju- 
gues allergisants et immunogenes et un degre trop eleve de conju- 
gaison produit des con jugues qui ne sont pas tolerogenes. 

L« invention permet de preparer des derives toleroge- 
nes de pratiquement tous les allergenes responsables des formes 
courantes d'allergie chez IThomme et les mammiferes. Ces aller- 
genes derivent par exemple d'animaux (en particulier d f animaux 
doraestiques tels que des chiens, des chats, des vaches , des che- 
vaux, etc.) de pollens de differentes herbes et arbres, de venins 
d'insectes, d* aliments, de poussieres de maison, de mites et de 
moisissures. 
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On utilise de preference les substances contenant un 
allergene selon l f invention sous forme de solutions dans du solu- 
te sal£ ou dans un tampon convenant en physiologies On peut admi- 
nistrer ces solutions par voie parenterale et de preference on 
5 les administre par voie intraveineuse ou intramusculaire. On peut 
repeter les administrations a des intervalles appropries. 

On peut conserver les substances contenant un allergfe- 
ne sous une forme lyophilisee. 

L 1 invention sera mieux comprise a la lecture des exem- 
lO pies non limitatifs et des tableaux suivants et a l'examen des 
dessins annexes dans lesquels Las figures 1 et 2 representent 
des diagrammesds resultats experimentaux obtenus selon 1' inven- 
tion. 

Matiferes et precedes 
15 Animaux 

On utilise des souris consanguines de 8 a 12 semaines 
(C 5? BL/6 x DBA/2)F 1 (appelees BgD^) et des rats non 

consanguins 

d'elevage fournis par North American Laboratories Supply Company, 
Gunton, Manitoba. 

20 Preparation des conjugues haptene-proteine 

On utilise pour la synthese des conjugues DNP 3 -OA et 
DNP 18" BGG de 1 ? ovalbumine (OA) et des Y*-globulines bovines (BGG) 
fournies respectivement par Nutritional Biochemicals Co., Cleve- 
land, Ohio et Calbiochem, San Diego, Calif ornie, et on effectue 

25 la synthese par reaction avec du dinitro-2 , 4-benzenesulf onate de 
sodium (DNBS) en solution dans du carbonate disodique 0,2 On 
prepare l'extrait dinitro-2, 4 phenyle d'Ascaris suum (DNP-Asc) 
renfermant 6,5 x 10" M de DNP par mg d'Asc, en faisant reagir 
46 mg d'Asc avec 24 mg de DNBS , en presence de 46 mg de carbonate 

30 disodique dans un volume total de 5,5 ml d'eau distillee a 37°C 
pendant 2 heures* On elimine I'haptene n'ayant pas reagi par fil- 
tration sur gel avec une colonne de Sephadex^ G-25 (dextrane re- 
ticule par 1 • epichlorhydrine , de Pharmacia Fine Chemicals AB, 
Suede) . 

35 Immunisation et mesure des reponses immunitaires 

Pour obtenir les reponses optimales d'IgE anti-DNP et 
anti(0A\ on injecte par voie intraperitoneal aux souris une fai- 
ble dose standard de 1 pg de DNP 3 -OA en suspension avec 1 mg d'hy- 
droxyde d' aluminium fraichement prepare dans 0,5 ml de tampon 

40 phosphate tamponne (PBS) • Cette dose administree par voie intra- 
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peritoneale est appelee ci-apres dose aensibilisatrice. 

On provoque la reponse optimale d'IGE specif ique vis- 
a-vis des allergenes du pollen de jacobee (RAG) chez la souris 
par injection intraperitoneal e, en presence de 1 mg de trioxyde 
d» aluminium dans 10 jig de RAG ou d'AgE qui est un des composants 
purifies du RAG; 1 • AgE est fourni par Worthington Biochemical 
Corporation, Freehold, New Jersey* On sensibilise egalement des 
souris avec 10 fug de DNP-Asc prealablement melange a 1 mg d'hydro- 
xyde d 'aluminium dans 0,5 ml de PBS pour produire les anticorps 
IgE anti-DNP et anti-Asc. On traite de fa$on identique des grou- 
pes de 5 souris et on regroupe les serums des souris de chaque 
groupe pour determiner le titre moyen en reagine selon la determi- 
nation de 1 'anaphylaxie cutanee passive (PCA). Le point final du 
titrage est 1« inverse de la dilution maximale de chaque serum 
provoquant une reaction de 5 mm de diametre. Les titres de PCA 
de chaque serum contenant la reagine pour des rats differents 
sont reproductibles dans la limite d'un facteur de 2; tous les 
titres de PCA indiques sont la moyenne de deux determinations. On 
determine la coexistence des anticorps des categories d'immuno- 
globulines autres que les reagines dans les serums des souris im- 
munisees par hemagglutination passive (HA) • 

On considere que la sensibilite de ces determinations 
convient pour la presente etude, car elle donne un titre d ' HA "de 
l'ordre de 1.000 avec un serum de lapin standard anti-DNP utilise 
comme temoin pour chaque determination d'HA. . . 

Pour determiner la reponse optimale anti-DNP et anti- 
OA des rats Chester Beatty, on injecte a ces animaux, par voie 
intraperitoneal e, 1 pg de DNP 3 -OA dans 0,5 ml de PBS en suspen- 
sion avec 1 mg d'hydroxyde d' aluminium fraichement prepare a 10 10 
organismes d'un vaccin a base de Bordetella pertussis (Connaught 
Laboratories, Toronto). On mesure les titres des anticorps IgE 
produits chez le rat et la souris par determination de 1' anaphy- 
laxie cutanee passive (PCA) chez des rats non consanguins. 
Transfert eel lul aire adoptif 

On transfere des cellules spleniques de souris sensi- 
bilisees et rendues tolerantes a des receveurs congenitaux synge- 
neiques irradies par les rayons X (550 R) et on injecte aux rece- 
veurs la dose sensibilisante standard d'antigene en presence 
d'hydroxyde d f aluminium dans les 4 heures suivant le transfert 
cellulaire* 
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Examples 1 et 2 

On couple deux lots de polyethyleneglycol (PEG de Ba- 
ker Chemical Co. Phillipsburg, New-Jersey) ayant des poids mole- 
culaires moyens de 6000 et de 2O.O0O, qu'on appelle ci-apres res- 
5 pectivement PEGg et PEG 2Q , a de 1'OA et a du RAG en utilisant le 
chlorure cyanurique comme agent de couplage selon un precede sem- 
blable a celui decrit par R.Sharon et coll, a. Immunol. 114/1585 
(1975). 

On prepare les conjugues OA-PEGg et OA-PEG 2Q de la fa- 
10 con suivante : on melange 0,4 g de 1 'un ou 1- autre PEG dissous 
dans 6 ml d'hydroxyde de sodium 0,5 N a 0,1 g d'OA dans 5 ml de 
PBS et on ajoute a ce melange, en agitant de facon constante, 
une solution de chlorure cyanurique (0,2 g dans 3 ml de N,N>- 
dimethylformamide) . On laisse la reaction se poursuivre en agi- 
15 tant a la temperature ordinaire pendant 2 heures, puis pendant 

24 heures a 4»C. On dialyse ensuite :le melange reactionnel centre 
du PBS pour eliminer le chlorure cyanurique n« ayant pas reagi et 
' on con centre sous pression reduite ^un volume de 5 a 7 ml. On 
isole ensuite les conjugues du PEG et de l'OA libres par filtra- 
20 tion sur une colonne de Sepharose® 4B de Pharmacia Pine Chemicals 
AB, Suede, en utilisant du tampon sale borate (BBS) comme agent 
d'elution. Les conjugues OA— PEG sont presents essentiellement dans 
les fractions correspondant au volume vide de la colonne; on re- 
cueille ces fractions et on les concentre. 

Le procede de preparation des conjugues RAG— PEGg et 
RAG-PEG 2Q est semblable a celui decrit pour les conjugues OA-PEG, 
le melange reactionnel etant constitue de 0,1 g de PEGg ou de 
PEG 2Q dans 2 ml d'hydroxyde de sodium 0,5 N, 40 mg de RAG dans 
5 ml de PBS et 80 mg de chlorure cyanurique dans 1 ml de N,N«_di- 
methylformamide. On isole egalement les conjugues RAG-PEG par 
filtration sur une colonne de Sepharose® 4B, comme precedemment 
decrit. 

Experiences bioloqigues 
I. Systeme DNP-OA 

35 (A) Suppression de la formation d e reaoine avec les coniuaues 
OA-FEC 

Pour evaluer l'effet du conjugue OA— PEGg sur la forma- 
tion de reagine, on injecte par voie intraveineuse 1 mg d * OA— PEGg 
a des souris, 4 heures avant de les immuniser avec la dose sensi- 
bilisatrice standard de 1 fig de DNP3-0A dans l'hydroxyde d'alumi- 
40 nium au jour z^ro. L es souris recoivent par voie intraperitoneal 
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une seconde injection de l'antigene immunisant le 28eme jour, 
sans administration ulterieure du conjugue* Un groupe de souris 
temoins regoit du PBS au lieu du conjugue. La figure 1 represente 
schematiquement les reponses des reagines pour l'haptene et le 
5 support, les titres de PCA etant representes sur 1'axe vertical, 
tandis que le temps, exprime en semaines, est represente sur 1'a- 
xe horizontal. Les deux courbes superieures correspondent au grou- 
pe temoin, tandis que les deux courbes inferieures correspondent 
au groupe d'essai. Les courbes en traits. pleins correspondent a 

10 1'anti-DNP, tandis que les courbes en pointilles correspondent a 
!• anti-OA. ■ ^ 

Comme le montre la figure 1, le groupe temoin presente 

des reponses primaires maximales d'IgE pour l'haptene et le sup- 
port, 14 jours apres la sensibilisation et des reponses secondai- 
res d'IgE anti-DNP et anti-OA nettement accrues apparaissent 7 
15 jours apres la seconde injection de la dose sensibilisatrice de 
DNP-OA qu'on administre 4 semaines apres 1 • immunisation primaire. 
D» autre part le trait ement des souris avec une injection unique 
d f 0A-PEG 6 au jour zero provoque une suppression complete des re- 
O ponses primaires d'IgE pour le DNP et l'OA et 1 ' immunisation se- 
condaire de ces souris s'accompagne de reponses d'IgE faibles 
correspondant a environ 10 % de celles notees pour les animaux 
temoins. On voit done que le traitement des souris avec 1'0A-PEG 6 
provoque une suppression prolongee des cellules auxiliaires T-0A- 
5 specif iques impliquees dans la reponse a la DNP-OA. 

Pour determiner si l'effet suppresseur observe de l'OA- 
PEG 6 est immunospecif ique, on injecte a des souris, par voie in- 
traveineuse, l mg de PEG 6 , 4 heures avant qu'elles resolvent la 
dose sensibilisatrice de DNP-OA. Pour un autre groupe de souris, 
on remplace le PEG 6 par le PEG 2Q . Comme il est habituel, les sou- 
ris temoins ne resolvent que la dose sensibilisatrice de DNP-OA. 
Toutes les souris regoivent au 20eme jour une seconde dose sensi- 
bilisatrice de DNP-OA. II ressort de fagon evidente des resultats 
figurant dans le tableau I que ni le PEG 6 ni le PEG 2Q n'affectent 
la capacite de production de reagine des animaux et on peut done 
conclure que la suppression provoquee par 1 ' 0A-PEG g est specif i- 
que de l'antigene couple au PEG^. 

(B) Specif i cite de 1' immunosuppression provoquee o ar 1' OA-PEG,. 

r- O 

Pour apporter une preuve complementaire de la specifi- 
cite de la suppression observee des anticorps IgE, on administre 
a des souris, au jour zero, une injection .intraveineuse de 0,8mg 
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d f OA-PEG 6 , 4 heures avant administration intraperitoneal de 1 jig 
de DNP-OA ou de 10 jug de DNP-Asc dans le trioxyde d 1 aluminium. 
Au 28eme jour on administre & ces animaux une seconde injection 
intraperitoneal des manes antigenes dans I'hydroxyde d'alumi n ium. 
5 On utilise dans cette experience deux groupes temoins de souris 
ne recevant pas d f OA-PEG gf c'est-a-dire un groupe recevant deux 
doses sensibilisatrices de DNP-OA aux jours zero et 28 e t l»autre 
groupe recevant dguuK doses de 10 ;ug de DNP-Asc dans I'hydroxyde d'a- 
luminium, les memes jours* 
10 L es resultats regroupes dans le tableau II confirment 

la specif icite de la suppression des reponses d*IgE vis-a-vis du 

DNP et de l'OA par administration intraveineuse d» OA-PEG^. On 

o 

voit done que les souris traitees par I'OA-PEG^ (essai A) ne pre- 
sentent pas de reponse primaire d'IgE vis-a-vis du DNP ou de l'OA 

15 lorsqu'elles sont sensibilisees au DNP-OA et que la reponse se- 
condaire au DNP-OA est nettement inferieure a celle des animaux 
temoins. D* autre part le traitement des souris par le conjugue OA- 
PEG 6 n? altere pas leur capacite a presenter une reponse d' anti- 
corps IgE vis-a-vis de I'antigene non apparente qu'est le DNP-Asc, 

20 e'est-a-dire qu'il n»y a pas de difference significative des ti- 
tres d'anticorps IgE anti-DNP et anti- Asc dans les serums des 
souris du groupe temoin B et du groupe d'essai B. 

< c > Capacite presentee par les conjugues OA-PEG de supprimer une 
reponse de reagine en cours 
25 Cette experience a pour but d'etudier la possibility 

de supprimer par administration de conjugues d' OA-PEG une reponse 
de reagine en cours que I'on a etablie au moins 5 semainjes avant 
de tenter de la supprimer. Les protocoles d* injection et les t±- 
tres de PCA des serums figurent dans le tableau 3* Ces valeurs 
30 montrent qu'alors qu'une reponse prolongee et accrue d'IgE au 

DNP et a l'OA peut persister pendant 82 jours dans un groupe de 
souris temoins ayant regu une seoonde et une troisieme doses sen- 
sibilisatrices de DNP aux jours 40 et 68, 1 • administration de 
trois injections intraveineuses journalieres de 0,8 mg d'Oa-PEG^ 
35 aux jours 37, 38 et 39 aux souris sensibilisees provoque une di- 
minution tres nette de la capacite que possedent ces animaux a 
presenter une reponse d'IgE anti-DNP et anti-OA apres des injec- 
tions secondaires et tertiaires. 

Pour prouver que 1'0A-PEG 2Q est capable de supprimer 
une reponse de reagine en cours vis-a-vis de la DNP-OA, on adrni- 
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nistre le 22eme jour a des souris sensibilisees le jour 0 a la 
DNP-OA, une injection de 1 mg de OA-PEG 2Q e t une injection intra- 
peritoneal e de rappel de la dose sensibilisatrice de DNP-OA au 
jour 28. Le groupe de souris temoins ne regoit que les deux injec- 
tions sensibilisatrices de DNP-OA aux jours zero et 28. Comme le 
montre le tableau IV, le traitement par 1'0A-PEG 2Q des souris 
sensibilisees provoque une diminution tres nette des reponses de 
reagine vis-a-vis du DNP et de 1 ( 0A. 

II convient de souligner que les titres d'IgE anti-OA 
des souris, dans les deux jours suivant 1 1 administration d'OA- 
PEG 6 ou d , OA-PEG 2Q ( c • est-a-dire au jour 24) ne sont pas modifies 
par rapport aux teneurs des reagines des serums des animaux te- 
moins. Ceci indique que la modification de l'OA par conjugaison 
avec le PEG provoque un masquage ou une alteration nette des de- 
terminants de l'OA modifiee, car sinon on pourrait s'attendre a 
ce que les reagines persistant dans les serums des animaux sensi- 
bilises 24 jours au prealable aient ete neutralisees par I'injec- 
tion de la dose relativement importante des conjugues OA-PEG. Les 
experiences indiquees ci-apres prouvent que cette interpretation 
est correcte. 

(°) Maintien de I 1 absence de reaction dans le transfert adoptif 
On immunise tous les donneurs de cellules spleniques 
avec une dose sensibilisatrice de DNP-OA, 45 jours avant de les 
sacrifier. Neuf jours avant le prelevement des rates, on divise 
les animaux en trois groupes et chaque groupe regoit une dose in- 
traveineuse de 0,2 mg d f OA— PEG^ dans 0,5 ml de PBS, ou 0,8 mg 
d'OA-PEGg dans 0,5 ml de PBS, ou seulement 0,5 ml de PBS. On sa- 
crifie ensuite tous les animaux et on transfere aux recepteurs, 
qui sont des souris congenitales ( syngeneiques) ayant regu une 
irradiation par les rayons X (550 R) , une suspension de 5 x 10 7 
cellules spleniques de chacun des trois groupes. Moins de 4 heu- 
res apres le transfert cellulaire, on administre a tous les rece- 
veurs une dose sensibilisatrice intraperitoneal e de DNP-OA et on 
suit les titres en IgE anti-DNP et anti-OA pendant deux semaines. 

Comme le montre le tableau V, les teneurs en reagine 
ne sont que legerement abaissees dans les 5 jours qui suivent 
1* injection d'OA-PEG 6 aux souris sensibilisees intactes, qui sont 
destinees a etre sacrifices pour le transfert cellulaire. Cepen- 
dant apres le transfert adoptif, les cellules spleniques des sou- 
ris d' etude que l'on a traitees avec l^A-PEG^- repondent tres me- 
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diocrement a une dose sensibilisatrice additionnelle de DNP-OA 
que l'on a administree aux receveurs irradies par les rayons X, 
comparativement aux cellules spleniques des souris du groupe te- 
moin. On peut done conclure que le traitement des souris sensibi- 
5 Usees avec 1»0A-PEG 6 supprime la capacite des cellules spleniques 
de ces animaux a produire des reagines lorsqu'on les reexpose a 
une dose sensibilisatrice additionnelle de l'antigene apres le 
transfert adoptif • 

Suppression des anticorps hemaqqlutinants avec les con-ju- 
lO ques OA-PEG 

En plus des effets suppresseurs des conjugues OA-PEG 
sur la formation des reagines, on a etudie l'effet de ces conju- 
gues sur la formation des anticorps hemagglutinants. Pour cela 
les souris refgoivent une injection intraveineuse deO,2 mg oi <fe 1,0 mg 

15 d'OiUPEG 6 mcfOA^BS 2o 4tejBs avant 1 • administration de la dose sen- 
sibilisatrice de DNP-OA et toutes les souris resolvent une secon- 
de injection de la dose sensibilisatrice 28 jours apres. Comme 
I'indiquent les resultats du tableau VI, aucune des deux prepara- 
tions d' OA-PEG n'a un effet significatif sur les titres d'hemag- 

20 glutination a la dose de 0,2 mg . Cependant 1 » administration des 
preparations d ' OA— PEG a la dose plus elevee de 0,8 mg provoque un 
abaissement faible, mais significatif , des anticorps hemaggluti- 
nants et cet effet est plus marque sur les anticorps hemaggluti- 
nants anti-DNP que sur les anticorps hemagglutinants anti-OA. Ces 

5 resultats permettent de conclure que les conjugues OA-PEG ont un 
effet suppresseur plus prononce sur les cellules impliquees dans 
la production des anticorps IgE que dans la production des anti- 
corps IgM et/ou IgG. 

11 • Systemes allerqisants derivant de la iacobee . 
° (F) .guppression de la production de reagines en reponse a 1 'admi- 
nistration de RAG , 

On a demontre que la production de reagines correspon- 
dant au RAG chez la souris ^ 2 F i etait optimale pour 1* adminis- 
tration de lO jig de RAG en suspension dans 1 mg d'hydroxyde d'alu- 

5 minium dans O y 5 ml de PBS. Done dans les experiences decrites ci- 
apres, la dose sensibilisatrice standard pour produire les reagi- 
nes correspondant a l f allergene de la jacobee consiste en lO jug 
de RAG melange a 1 mg d'hydroxyde d' aluminium dans 0,5 ml de PBS. 
Pour tenter de supprimer une reaction de production etablie de 

0 reagines correspondant au RAG, on administre a des souris sensi- 
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bilisees, au 15eme jour, 0,8 mg de RAG— PEGg ou de RAG-PEG 2Q . Les 
resultats des essais sont illustres par la figure 2 dans laquelle 
le titre d 1 anti-RAG determine par PCA est represents sur l'axe 
vertical alors que le temps, exprime en semaines, est represents 
sur l'axe horizontal .La courbe en trait continu represente le 
groupe temoin, la courbe en pointilles le groupe ayant regu le RAG- 
PE( ^20 et la courbe en traits et points le groupe ayant re<?u le 
RAG-PEG 6 - Comme le montre la figure 2, le traitement avec l f un ou 
1' autre de ces conjugues de RAG-PEG provoque une diminution des 
anticorps IgE anti-RAG et la teneur en anticorps IgE continue a 
s'abaisser malgre 1 1 administration de la seconde dose sensibili- 
satrice de RAG au jour 21; au contraire les animaux temoins pre- 
sentent une reponse secondaire typique. 

On a demontre la specif icite de i'effet suppresseur 
des conjugues de RAG-PEG sur la reponse de production de reagines 
anti-RAG dans 1' experience figurant dans le tableau VII. Alors 
que l 1 administration d'une seconde dose sensibilisatrice de RAG 
au jour 34 apres 1 • immunisation primaire a des souris qui ont re- 
gu de 1 ( 0A-PEG 6 , du RAG ou du PBS par voie intraveineuse le jour 
33, provoque un accroissement de la reponse d'IgE (le titre d 1 an- 
ti-RAG determine par PCA est de l'ordre de 500) , 1 • administration 
de la seconde dose sensibilisatrice le jour 34 a des animaux ayart 
regu la veille du RAG— PEG^ s'accompagne d f une diminution conside- 
rable du titre des reagines anti-RAG (le titre d' anti-RAG deter- 
mine par PCA s'abaisse a 60). D e plus le fait que 1 • administra- 
tion de 500 ^ug de preparation de RAG non conjugue sans hydroxyde, 
d f aluminium le jour 33 ne gene pas la reponse secondaire mise en 
evidence le jour 41 (qui est le re suit at de la reinjection aux 
animaux de la seconde dose sensibilisatrice de RAG le jour 34) 
indique que la chute de la teneur en anticorps IgE anti-RAG pre- 
cedemment observee n'est pas due a la neutralisation des anti- ^ 
corps IgE par le conjugue injecte, mais une modulation du syste- 
me immunologique des animaux conduisant a une suppression speci- 

fique de la reponse d'lqE anti-RAG. II convient de noter que 
1 • administration intraveineuse de 800 pg de RAG au 2Beme jour 
(c' est-a-dire le jour ou l'on administre aux animaux la seconde 
dose d • antigene sensibilisante) provoque une diminution du titre 
secondaire d 'anti-RAG determine par PCA au 35eme jour a environ 20, 
qui peut etre due a la neutralisation des anticorps IgE circulants; 
cependant meme ces animaux ne presentent aucun signe d' immunosup- 
pression car 1 1 immunisation ulterieure au 36eme jour avec une troi- 
sieme dose sensibilisatrice de RAG provoque une reponse normale 
anamnesique d 1 IgE. 
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(G) -grcpossibilite de provoquer des reactions anaphvlactig ues 
cutane es passives avec les conjugues d' OA-PEG et de RAG— PEG » 

On etudie le caractere allergisant des conjugues d f OA- 
PEG chez le rat en utilisant la determination par PCA. Pour cela 
on effectue une dilution en serie au demi de.0,1 ml d'un serum 
standard de souris ayant un titre connu en reagines determine par 
PCA (l«,40O) que l»on a produit par immunisation intraperitoneal 
avec une dose sensibilisatrice de DNP-OA et on injecte par voie 
intradermique dans la peau rasee de rats non consanguins des volu- 
mes de 50 jii de ces dilutions. Vingt-quatre heures apres la sen- 
sibilisation cutanee, on injecte par voie intraveineuse aux dif- 
ferents rats 1,0 ml de solutions renfermant des quantites diffe- 
rent es d'OA non modifiee, d'0A-PEG 6 ou d«0A-PEG 2Q et 0,5 % de 
bleu Evans (colorant). On tue les rats 30 minutes apres et on de- 
termine la reaction de PCA. 

Comme le montre le tableau VIII, 1 mg d'OA non modi- 
fiee provoque une reaction de PCA forte et I 1 addition de PEG non 
conjugue ayant un poids moleculaire de 6,000 ou 20.000 a de I'OA 
ne gene pas la reaction de PCA due a I'OA. Au contraire 1'0A-PEG 6 
et l t 0A-PEG 2Q , meme lorsqu'on les injecte a des doses bien supe- 
rieures a celle de 1 • OA (c » est-a-dire respectivement lO e t 6 mg) 
ne provoquent pas une reaction significative. D e plus les expe- 
riences 8 et 9 montrent que les animaux qui n'ont presente aucune 
reaction de PCA apres administration d'0A-PEG 6 ou d'OA-PEG 2Q , pre- 
sentent de bonnes reactions lorsqu'on leur reinjecte 1 mg d'OA 
non modifiee, 20 minutes apres 1 • administration primaire des 
conjugues. Ces resultats indiquent que les conjugues d' OA-PEG 
ne sont pas capables in vivo de se combiner avec les anticorps 
IgE anti-OA et de les neutraliser. D ' apres ces interpretations, 
la reaction de PCA minime (titre de 1'ordre de 60) observee dans 
1' experience 5 avec une dose de 10 mg d f OA— PEG^ peut etre consi- 
deree comme due a la presence, dans la preparation, d'0A-PEG g uti- 
lise pour l'epreuve,de tres petites quantites d 1 OA non modifiee 
ou de certains conjugues d ' 0A— PEG renfermant tres peu de molecu- 
les de PEG par molecule d'OA et possedant done encore certains 
determinants antigeniques accessibles. A partir de tous ces re- 
sultats, on peut conclure que l'incapacite des conjugues de PEG 
et d'OA a declencher une reaction de PCA ou a neutraliser les re- 
agines anti-OA fixees aux sites cutanes sensibilises , est due au 
fait que les determinants antigeniques d'origine de I'OA sont, 
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soit inaccessibles , soit fortemervb alteres dans les conjugues 
d 1 OA-PEG. 

On a examine, comme precedemment decrit, la capacite 
du RAG-PEG^q a provoquer des reactions de PCA en utilisant un se- 

5 rum murin contenant des reagines anti-RAG pour sensibiliser la 

peau des rats. Pour effectuer I'injection d'epreuve des sites cu- 
tanes sensibilises on injecte par voie intraveineuse aux rats une 
solution de RAG ou de RAG-PEG 20 (en presence de bleu Evans). Les 
resultats de ces tests de PCA sont resumes dans le tableau IX et 

10 on peut conclure que les allergenes de jacobee non modifies (RAG) 
provoquent une reaction de PCA energique tandis que le RAG— PEG 2 q 
ne provoque aucune reaction de PCA. De plus le resultat de la 
derniere experience figurant dans ce tableau montre que 1' admi- 
nistration de RAG— PEG^q ne gene pas la production d'une reaction 

15 de PCA lorsqu'on reinjecte aux animaux du RAG non modifie, 20 mi- 
nutes apres. On peut done conclure que le conjugue RAG-PEG 20 ne 
possede pas de determinants antigeniques facilement accessibles 
communs aux allergenes non modifies de jacobee et qu'il est done 
incapable d 1 avoir un effet d^clenchant sur les mastocytes recou- 

20 verts d* anticorps IgE anti-RAG* 

(H) Impossibilite pour les conjugues OA-PEG de provoquer une 
anaphylaxie chez les rats sensibilises pa r l'OA» 

Les experiences decrites ci-apres ont ete congues pour 
confirmer 1 r impossibilite des conjugues d* OA-PEG a se combiner in 

25 vivo avec les anticorps IgE anti-OA. Comme les souris sont refrac- 
taires a 1' histamine, 1' injection de 1 ' antigene sensibilisateur 
a des souris possedant des anticorps IgE contre 1 1 antigene corres- 
pondant ne provoque pas d 1 anaphylaxie. Par consequent on choisit, 
pour determiner si les conjugues OA-PEG sont capables ou non de 

30 se combiner in vivo aux anticorps IgE anti-OA fixes aux mastocy- 
tes et de declencher une reaction anaphylactique , des rats qui 
sont des animaux sujets a 1 1 anaphylaxie. Pour cela on sensibilise 
par voie generale des rats Chester Beatty en les immunisant avec 
du DNP-OA comme precedemment decrit. Pour les reactions generales 

35 on administre par voie intraveineuse a chaque animal sensibilise, 
2 mg d'OA non modifiee, d 1 0A-PEG 6 ou d'0A-PEG 20 dans' 1 ml de PBS, 
6 heures apres une saignee et on observe soigneusement les ani- 
maux pour rechercher les effet s de ces composes. Tous les rats 
sensibilises ayant regu une injection intraveineuse d'OA meurent 

40 dans les 15 a 30 minutes de choc anaphylactique. Au contraire, 
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ni l«OA-PEG 6 ni 1'0A-PEG 20 ne sont capables de provoquer une gene 
visible quelconque apres administration aux animaux sensibilises. 
Ces resultats concordent avec ceux precedemment indiques dans la 
section (G) et conferment de fagon certaine que les antigenes mo- 
difies par le PEG ne present ent pas in vivo d 1 interaction avec 
les anticorps IgE des animaux que l'on a soumis a une sensibili- 
sation active et sont done incapables de declencher une reaction 
anaphylactique. 
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Tableau VIII. Impossibility pour les conjugues OA-PEG 
de provoquer des reactions de PCA* 



Experience 
No. 


Compose uti- 
-L x se r p ou r 
1 1 epreuve 


Quantite 
injectee 


Titres par 
PCA 


1 


OA 


1 


1 ,400 


2 


OA 


1 






plus 








PEG^** 


3 




3 


OA 


1 






plus 








PEG^"** 
o 


3 




4 


OAr-PEG< 

Q 


1 




5 


OA-PEG 6 


10 


60 


6 


OA-PEG~ 


i 


✓ "1 
K> 1 U 


7 


OA-PEG 2Q 


6 


<10 


8 


OA-PEG g 


1 


<10 


plus 


20 rnin. apres 








OA 


1 


4 960 


9 


0A-PEG 2Q 


1 


^10 


plus 


20 min. apres 








OA 


1 


900 



* On sensibilise des rats non consanguins par voie intrader- 
mique avec un serum de souris contenant des reagines anti- 
OA et on administre 24 heures apres une injection intravei- 
neuse d f epreuve des composes indiques dans la colonne 2, 
avec du bleu Evans dans du PBS* 
** On inject e les preparations de PEG 6 et de PEG 2Q non conju- 
gues dans la meme solution avec de l f OA en presence de 
bleu Evans. 
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Tableau IX . Impossibility pour les conjugues RAG-PEG de provo- 
quer des reactions de PCA* 



Experience 


Compose uti- 
lise pour 
1 1 epreu ve 


Quani:ite de 
compose 

Ug) 


Titres 
par PCA 


1 


RAG 


1 


740 


2 


RAG-PEG 2Q 


1 




3 


RAG-PEG 2Q 
plus 20 min.apres 


1 


00 




RAG ■ 


1 


740 



* On sensibilise des rats non consanguins avec un serum de 
souris contenant des reagines anti-RAG et 24 heures apres 
on administre une injection intraveineuse d'epreuve du 
compose indique dans la colonne 2, en presence de bleu 
Evans . 
Exemple 3 

On prepare, en utilisant le procede a 1" anhydride mixte, 
des conjugues d^lbumine de chien (DA) et de monomethoxypblyethy- 
leneglycols (m.PEG-OH) ayant des poids moleculaires differents. 
Ce procede comporte trois stades. 

a) Preparation de m. PEG-0~£CH~CH«C00H 
0 * ^ 

A une solution de 0,8 millimole de m..PEG-0H dans 2 0 ml 

de pyridine anhyd-re f on ajoute 800 mg (8 millimoles) d'anhydride 

succinique et on agite la solution combinee pendant une nuit a la 

temperature ordinaire. On chasse le solvant par evaporation 'sous 

vide. On dissout le residu dans 15 ml de benzene et on precipite 

le produit en ajoutant 20 ml d'hexane prealablement refroidi. On 

recueille le precipite par filtration et on le dissout dan^ l'eau 

distillee. On dialyse la solution aqueuse contre de 1 ■ eau distillee 

dans des sacs de dialyse Guantipore ^-gamma (poids moleculaire de 

separation : 4.000 ; fabriques par Quantimetrix Co. , Culber city, 

Californie) et on lyophilise finalement le produit. 

b) Preparation de m.PEG-O.gCH p CH :> g0^0CH 9 CH(CH. ) _ 
0 *0 0 J 2 
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On dissout O f 4 millimole de m. PEG-0-gCH 2 CH 2 COOH dans 
10 ml de chloroforme. On maintient la temperature a O c C avec un 
bain-marie glace et on fait barboter de 1 1 azote anhydre dans la 
solution.' On ajoute 0,4 millimole de trie thyl amine a la solution, 
puis on ajoute goutte a goutte 0,4 millimole de chlorof ormiate 
d'isobutyle. On maintient les solutions reactionnelles a 0°C pen- 
dans 30 minutes, puis on evapore sous vide a la temperature ordi- 
naire. On lave le residu plusieurs fois avec de 1» ether de petrol 
et on obtient un produit cristallin blanc. 

c) Conjugaison de m.PEG-0-GCH 2 CH 2 gO£OCH 2 CH(CH 3 ) a de 1'albumine 
de chien 0 00 

On dissout 200 mg d'albumine de chien dans 30 ml de 
tampon borate a pH 9,6. On maintient la temperature a 0°C avec un 
bain-marie glace. On ajoute par portions du m.PEG-0-GCH 2 CH 2 GOGOCH 2 
CH(CH 3 ) 2 (en la quantite indiquee dans le tableau X)°sous forme 
solide. On agite le melange reactionnel pendant 3 heures a 0°C, 
puis on le conserve au ref rigerateur pendant 16 heures. On fait 
pas 5ff ensuite la solution reactionnelle sur une colonne de Sepha- 
rose-^6B. On recueille les fractions contenant des proteines et 
pas de derive de m.PEG libre et on les lyophilise. On detecte le 
m# PEG libre par chromatographic en couche mince. 
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On determine le degre de conjugaison en evaluant la 
quantite des substituants de type m.PEG de l^lbumine de chien 
modifiee par resonance magnetique nucleaire. On determine le nom- 
bre de radicaux amino libres par la methode a 1 'o-phtal aldehyde 
(A.R.Torres et coll, Biochim.Biophys.Acta Vol- 434 (1976) p. 209) . 
Dans le tableau X le degre de conjugaison est exprime par le nan- 
bre de molecules de PEG par molecule de DA* 

On etudie le caractere allergisant, la tolerogenic! te et 
1 • antigenicity des conjugues ainsi prepares et les resultats figu- 
rent dans le tableau XI ci-apres. 

On determine la tolerogenicite selon les precedes pre- 
cedemment decrits et le degre de tolerogenicite correspond a la 
diminution moyenne des titres d'IgE apres la troisieme sensibili- 
sation par rapport aux titres des animaux temoins qui n'ont regu 
que les trois doses sensibilisatrices de DA. Une diminution d'un 
facteur de 6 a 100 correspond a une bonne tolerogenicite. 

On determine le caractere allergisant selon deux proce- 
des, un procede de type RAST (reaginic antibody response test ou 
test de reponse des reagines) et un test de neutralisation de ty- 
pe PCA. 

Dans le procede de type RAST (voir Yman et cocbl, Int. 
WHOIABS Sump, on standardisation and control of allergens adminis- 
tered to man, Geneve, 1974; Devel op. biol . standard. Vol.29, pp. 
151-165 (Karger, Bale, 1975), les allergenes modifies reagissent 
avec un s£rum contenant de 1'IgE specifique a 1 • allergene.L 1 exces 
d'IgE reagit avec les allergenes non modifies couples par cova- 
lence a un disque de papier. On ajoute pour former un complexe 
des anticorpsa marquage radio-actif diriges contre 1'IgE. On me- 
sure la radio-activite de ce complexe avec un compteur gamma. Le 
comptage est directement proportionnel a l f exces d^gE du serum 
apres la reaction avec l'extrait (voir la reference ci-dessus) . 
On exprime I'activite allergisante de l'allergene modifie par le 
pourcentage de l'activite de I'albumine de chien d'origine (=100%) . 

On determine 1 1 antigenicity des allergenes modifies par 
immunodiffusion radiale unique inversee. On provoque chez des la- 
pins la formation de titres eleves d 1 antiserum dirige contre les 
allergenes non modifies. On compare la formation de precipites 
specifiques a differentes concentrations des allergenes incorpo- 
res a de 1» agarose dans des boites de Petri. On calcule 1' activi- 
ty relative a partir de la concentration minimale des allergenes 
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modifies produisant une precipitation nette, en utllisant des 
concentrations minimal es des allergenes non modifies produisant 
un precipite comme standards. L ' antigenicity de l'albumine de 
chien est choisie comme lOO % d'activite. 

Tableau XI 



' Substance 
No. 


All erg 
RAST 


enicite 

% neutralisa- 


Antigeni- 
city 


Tolerogehi- 
cite - 




% de DA 


tion de PCA 


% de DA 




3 a 


64 


80 


100 


30 


3b 


21 


30 


50 


20 


3c 


<3 


0 


<6 


2 


3d 


77 


90 


■ 

50 


30 


3e 


<10 


60 


I 

25 


30 


3f 


< 5 


0 


< 6 


20 


3g 


< 2 


0 


< 6 


2 


DA 


100 


100 


100 


50 
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REVENDICATIQNS 

1. Substances contenant des- allergenes utiles comme suppres- 
seurs immunospecifiques de la production des reagines dirigees 
contre l'allergene en question, caracterisees en ce qu'elles con-* 

5 sistent en des conjugues covalents des molecules d'allergene et 
de polymeres non immunogenes solubles dans l'eau, le degre de 
conjugaison etant tel que les conjugues soient rendu s tolerogenes 
ainsi que pratiquement non allergisants et non immunogenes. 

2. Substances contenant des allergenes selon la revendication 
lO 1, caracterisees en ce que le polymere est un polyethyleneglycol 

ayant un poids moleculaire d' environ 2.000 a environ 35.000. 

3. Substances contenant des allergenes selon la revendication 
1, caracterisees en ce qu f on choisit le polymere parmi les alcools 
polyvinyliques, les polyvinylpyrrolidones, les polyacrylamides et 

15 les homopolymeres des amino-acides. 

4. Precede pour preparer des substances contenant des aller- 
genes utiles comme immunosuppres seurs specifiques de la production 
des reagines dirigees contre les allergenes en question, caracte- 
rise en ce qu'on unit par covalence des polymeres non immunogenes 

20 solubles dans l f eau aux molecules d'allergene dans une mesure tel- 
le que les conjugues obtenus soient rendus tolerogenes ainsi que 
pratiquement non allergisants et non immunogenes* 

5. Procede pour preparer des substances contenant des aller- 
genes selon la revendication 4, caracterise en ce que le polymere 

25 est un polyethyleneglycol ayant un poids moleculaire d' environ 
2.000 a 35.000. 

6. Procede pour preparer des substances contenant des aller- 
genes selon la revendication 4, caracterise en ce qu'on choisit 
le polymere parmi les alcools polyvinyliques, les polyvinylpyrro- 

30 lidones, les polyacrylamides et les homopolymeres des amino-acides. 

7. Medicament caracterise. par le fait qu'il contient , en 
tant que substances actives une quantite efficace d'une substance 
consistant en des conjugues covalents des molecules d'allergene 
et de polymeres non immunogenes solubles dans I'eau, le degre de 

35 conjugaison etant tel que les conjugues soient rendus tolerogenes 
ainsi que pratiquement non allergisants et non immunogenes. 

8. Medicament selon la revendication 7, caracterise par le 
fait que le polymere constitutif du conjugue covalent de molecules 
d'allergene et de polymeres est un polyethyleneglycol ayant un 

40 poids moleculaire d 1 environ 2.O0O a environ 35 ,000. 
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9« Medicament suppresseur immunospecif ique de la production 
de reagines, caracterise par le fait qu'il contient en tant que 
substances actives celles du medicament selon l'une des revendica- 
tions 7 et 8. 



PLANCHE 1/2 



2362156 




PLANCHE II /2 



2362156 




WIS PAGE BLANK 



MPTO) 



